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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞膜の構成リン脂質ホスファチジルエタノールアミン
が、神経細胞の形態形成にどのような役割を担っているかを解明することを目的とした。研究
の結果、IV型 ATPaseにより誘起されるホスファチジルエタノールアミンの細胞膜内運動が、
低分子量 G タンパク質 Cdc42 の活性制御を介して成長円錐のアクチン細胞骨格系を再構成す
ることにより、神経突起の伸長を制御していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We have examined whether and how phosphatidylethanolamine, a 
phospholipid consisting of the plasma membrane, is involved in neuronal morphogenesis. 
Our results indicated that the intramembranous movement (flip-flop movement) of 
phosphatidylethanolamine, which is induced by a type IV ATPase, controls neurite 
morphogenesis by organizing actin cytoskeleton in growth cones through the regulation of 
small G protein Cdc42.  
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１．研究開始当初の背景 
(1) 神経細胞は、情報の入力を司る樹状突起
と情報の出力を司る軸索を持つ。これらの神
経突起が正常に発達することが、高次脳機能
に必須であり、神経突起伸長の異常は様々な
神経・精神疾患を引き起こす。伸長する軸索
の先端部では、アクチン細胞骨格系の再構築
が活発に行われている。一方で、軸索の伸長
は多量の細胞膜成分の供給を必要とする。し
たがって、軸索先端部では、細胞骨格系の再
構築と細胞膜成分の供給が相互的に調節さ
れる必要がある。しかし、こうしたアクチン
細胞骨格系の再構築と新規細胞膜の供給が
どのようなバランス調節メカニズムにより
制御されているのかは、現在まで全く分か
っていなかった。 
(2) 私たちはこれまでの研究で、発生期の神
経細胞に高発現する遺伝子のスクリーニン
グを行ってきた。その結果、細胞膜の構成リ
ン脂質であるホスファチジルエタノールア
ミンの合成酵素エタノールアミンキナーゼ
－1 が、胎児期の神経細胞に高発現している
ことを発見した。そこで、神経軸索の伸長に
おけるエタノールアミンキナーゼ－1 の機能
を検討した結果、エタノールアミンキナーゼ
－1 は効率的な神経突起伸長に必須であるこ
とを見出した（平成 21 年度科学研究費補助
金の採択課題研究の成果）。 
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(3) 近年、エタノールアミンキナーゼ－1 に
より産生されるホスファチジルエタノール
アミンがシグナル伝達物質として機能する
ことが明らかになってきた。すなわち、ホス
ファチジルエタノールアミンは、安定状態の
細胞では主に細胞膜脂質二重層の内層に局
在するが、ある種の刺激下においては細胞膜
の内層と外層を往復すること（フリップ・フ
ロップ運動）により細胞内の細胞骨格系を制
御することが示された（Emoto et al., 2005, 
J Biol Chem; Saito et al., 2007, Dev Cell）。 
 
２．研究の目的 
上記の研究背景より私たちは、発生期の神
経細胞で高発現しているエタノールアミン
キナーゼ－1 により産生されたホスファチジ
ルエタノールアミンが、神経突起先端部にお
いて、フリップ・フロップ運動を行うことに
よりアクチン細胞骨格系を制御し、神経突起
の伸長を促しているのではないかと考えた。
この仮説が正しければ、これにより新規細胞
膜成分の供給とアクチン細胞骨格系の再構
築が相互的に制御されることが可能となる。
この可能性を検証するため、本研究において
私たちは、以下の点を明らかにすることを目
的とした。 
(1) 神経突起先端部におけるホスファチジル
エタノールアミンのフリップ・フロップ現象
を司る分子メカニズムの解明 
 神経突起先端部でホスファチジルエタノ
ールアミンのフリップ・フロップ運動を制御
すると考えられる IV 型 ATPase およびその
補因子である CDC50分子を同定する。 
(2) ホスファチジルエタノールアミンのフリ
ップ・フロップ運動により制御される細胞内
情報伝達システムの解明 
 ホスファチジルエタノールアミンのフリ
ップ・フロップ運動は、Rhoファミリー低分
子量 G タンパク質の活性調節を介してアク
チン細胞骨格系の制御を行うことが予想さ
れた。そこで、(1)で同定した IV 型 ATPase
が神経突起先端部でのアクチン細胞骨格系
の制御を行っているか、また Rhoファミリー
低分子量 G タンパク質の活性を制御するか
を明らかにする。 
(3) 個体レベルでの神経突起伸長におけるホ
スファチジルエタノールアミンの役割の解
明 
 ホスファチジルエタノールアミンのフリ
ップ・フロップ運動が神経突起の伸長を制御
していることを、マウス個体レベルで検証す
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 神経突起伸長に関与すると考えられる
IV型 ATPaseおよび CDC50因子の同定。 
① 初代培養海馬神経細胞に発現する IV 型
ATPaseおよび CDC50因子を RT-PCR法で
スクリーニングする。 
② 発現が観察された遺伝子に関しては、そ
れぞれの遺伝子がコードするタンパク質が
成長円錐に局在するかを検討する。そのため
に、哺乳動物細胞内発現用ベクターを用いて、
各遺伝子がコードするタンパク質を発現す
るプラスミドを構築し、初代培養海馬神経細
胞に過剰発現させる。 
③ 初代培養海馬神経細胞に発現が見られ、
かつ成長円錐に局在が観察される IV 型
ATPaseおよび CDC50因子が同定されたら、
それらに対する siRNA を作製し、ノックダ
ウンした時に神経突起の伸長が変化するか
を、初代培養海馬神経細胞を用いて検討する。 
(2) ホスファチジルエタノールアミンのフリ
ップ・フロップ運動により制御される細胞内
情報伝達システムの解明 
① (1)で同定された IV型ATPaseを過剰発現
もしくはノックダウンすることにより、成長
円錐のアクチン細胞骨格系に変化がみられ
るかを検討する。 
② 同様に(1)で同定された IV型ATPaseの過
剰発現もしくはノックダウンにより、Rhoフ
ァミリー低分子量Gタンパク質（RhoA、Rac1
および Cdc42）の活性が変化するかを検討す
る。 
(3) 個体レベルでの神経突起伸長におけるホ
スファチジルエタノールアミンの役割の解
明 
 マウス胎児の大脳新皮質神経細胞に、(1)
で同定された IV型 ATPaseを過剰発現もし
くはノックダウンする。これにより神経細胞
の形態がどのように変化するかを観察する。
遺伝子導入法としては、in vivo電気穿孔法ま
たはレンチウイルスを用いた方法を使用す
る。 
 
４．研究成果 
(1) 神経突起伸長に関与すると考えられる
IV型 ATPaseおよび CDC50因子の同定 
① RT-PCR 解析により、初代培養海馬神経
細胞に発現する IV型 ATPaseを 10種類同定
した。 
② これらの IV型 ATPaseを初代培養海馬神
経細胞に発現させたところ、ほとんどの分子
は細胞体にのみ局在したが、１種類のみ成長
円錐に局在することが分かった（この分子を
GC-ATPase と称する）。CDC50 因子に関し
ては、３種類の CDC50 ファミリーメンバー
全てが初代培養海馬神経細胞に発現するこ
とが確認され、そのうちの２種類が成長円錐
に局在することが分かった（GC-CDC50-A、
GC-CDC50-B）。 
③ これらの IV型 ATPaseおよび CDC50因
子を初代培養海馬神経細胞に過剰発現させ、
神経突起伸長に変化が観察されるかを検討
した。その結果、 GC-ATPase およ び
GC-CDC50-Bを過剰発現させた場合にのみ、
神経突起の伸長が促進されることが分かっ
た。GC-CDC50-A の過剰発現は神経突起の
伸長を促進しなかった。 
④ 初代培養海馬神経細胞の GC-ATPase を
siRNA のトランスフェクションによりノッ
クダウンしたところ、神経突起伸長は抑制さ
れた。 
 これらの結果から、GC-ATPase および
GC-CDC50-B は神経突起の伸長を制御して
いることが分かった。 
(2) ホスファチジルエタノールアミンのフリ
ップ・フロップ運動により制御される細胞内
情報伝達システムの解明 
① 初代培養海馬神経細胞の GC-ATPase を
ノックダウンしたところ、成長円錐において
長いフィロポディアが形成された。このフィ
ロポディアには太いアクチン束が認められ
た。一方、GC-ATPase の過剰発現では、成
長円錐の形態に大きな変化は観察されなか
った。 
② ホスファチジルエタノールアミンのフリ
ップ・フロップを抑制する細菌毒素を添加し
たところ、成長円錐に長いフィロポディアが
形成された。この形態は GC-ATPase のノッ
クダウンによる影響と酷似していた。 
③ 初代培養海馬神経細胞の GC-ATPase を
ノックダウンしたところ、低分子量 Gタンパ
ク質 Cdc42 の活性が増加していた。一方、
Rac1の活性に変化は見られなかった。 
 以上の結果より、GC-ATPase を介したホ
スファチジルエタノールアミンのフリッ
プ・フロップ運動は、Cdc42の活性調節を介
して成長円錐のアクチン細胞骨格系を再構
築し、神経突起の伸長を制御しているものと
考えられた。 
(3) 個体レベルでの神経突起伸長におけるホ
スファチジルエタノールアミンの役割の解
明 
 上記(1)、(2)の結果をマウス個体レベルで検
証する目的で、マウス胎児大脳新皮質に
GC-ATPaseおよびGC-CDC50-Bを過剰発現
もしくはノックダウンを行う実験系を構築
した。予備実験の結果、これらのタンパク質
は、神経突起の伸長と共に、新生神経細胞の
垂直方向移動に関与する可能性が示唆され
た。 
 
 以上のように、本研究の成果により、神経
突起伸長に重要であると考えられる新しい
分子機構が明らかになった。今後は、神経ネ
ットワーク形成の異常を伴う疾患に本分子
機構が関与しているか、またシナプス形成や
シナプス可塑性など他の神経現象に関与す
るかなど、幅広い研究領域を開拓することが
できるものと期待される。 
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